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Abstract

ABSTRACT

The objective of this study was to isolate and purify the secondary metabolites responsible
of the anti-giardia activity of methanol extract of Aphelandra scabra leaves (Acanthaceae).
For this purpose, chromatographic techniques were used and the obtained fractions were
tested to Giardia lamblia growth inhibition assay for assay-guided fractionation. As a result,
five compound were isolated. Compound 1, identified as squalene by gas
chromatography-mass spectrometry, shows an ICsy = 99.1 wg/mL. Such activity is
considered as low, according to the literature. Compound 2 was identified as cirsimaritin
through spectroscopic analyses. This flavonoid displayed a high activity in the anti-giardia
bioassay with an IC5, = 1.2 pg/mL, being considered as outstanding when compared to
previous reported metabolites. This compound was also tested by cytotoxic bioassay in
order to discard that the anti-giardia effects was due to cytotoxicity. In this bioassay,
cirsimaritin proved to be not cytotoxic at concentrations below 100 ug/mL. Compound 3
was identified as cirsimarin by spectroscopic analysis, corresponding to the glycoside of
compound 2. This metabolite was inactive, suggesting that the glycosyl moiety inhibits the
biological activity of this flavonoid. Compound 4 was identified as sorbifolin in accordance
to spectroscopic analysis and displayed a moderate activity, showing an ICsp = 22.7
ug/mL. Finally, compound 5 was identified as sorbifolin 6-O-8-glucopiranoside by
spectroscopic analysis and corresponding to the glucoside of compound 4. In conclusion,
we suggest that cirsimaritin and sorbifolin are the metabolites responsible for the anti-
giardia activity exhibited by the methanol extract of A. scabra leaves, being the present
study the first report on the phytochemistry of this species, thus the isolated compounds

are considered as new for the genus and the species.
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propésito de validar las propiedades antigiardiasicas atribuidas empiricamente y
desarrollar la posibilidad de nuevas terapias alternativas (Amaral et al., 2006).

2. ANTECEDENTES
2.1 GIARDIASIS

La giardiasis es una enfermedad infecciosa del intestino producida por el parasito
flagelado Giardia lamblia (sin. G. intestinalis, G. duodenalis). Es de distribucion universal y
afecta preferentemente a los nifios, con una elevada tasa de portadores asintomaticos
(Alonso-Carbonell, 2010). Esta infeccién se contrae al ingerir alimentos o agua
contaminada con los quistes de Giardia (forma infectante) y por via directa de persona a
persona (Phillips-Ellis et al., 2010). Bajos niveles de educacién, higiene reducida y agua
contaminada estan relacionados con los altos porcentajes de prevalencia de esta
infeccion (Quihui et al., 2010; Mineno y Avery, 2003).

Los principales sintomas de esta enfermedad incluyen diarrea, dolor abdominal y pérdida
de peso (Andersen et al., 2006), mientras que en infantes se ha reportado sintomas tales
como nauseas, mala absorcion de lactosa, carbohidratos, grasas y vitaminas Ay B12, asi

como anemia y retardo en el crecimiento y desarrollo (Prado et al., 2003).

Para el afio 2006 cerca de 200 millones de personas en Asia, Africa y Latinoamérica
presentaban sintomas de infeccion intestinal por G. lamblia y se estima que hay 280

millones de nuevos casos por afio a nivel mundial (Lane y Lloyd, 2002).

La frecuencia de la parasitosis en México es muy variable, con cifras que fluctian del 2 al
39%. Un estudio que reunidé 37 trabajos realizados en 14 estados de la Republica
Mexicana, mostré una prevalencia del 18.98%, presentandose la mayor parte de ellos en

preescolares y escolares (Vasquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009).
2.2 GIARDIA LAMBLIA

Giardia lamblia es un protozoo flagelado con doble nucleo celular que causa infeccion
intestinal en mamiferos, aves, reptiles y anfibios. Fue descrito por Leewenhoek en 1681 y
posteriormente, a gran detalle por Lamb/ en 1859. En 1882 y 1883 Kunstler describié un
organismo como renacuajo al que nombré Giardia, siendo este nombre usado por primera
vez como género. En 1888, Blanchard sugir6 el nombre Lamblia intestinalis, que Stiles
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inmediato por fisién binaria hasta alcanzar un enorme numero. Se fijan a la mucosa, y si
las condiciones son adversas se enquistan nuevamente y se excretan con las heces
(Rivera, 2002; Katerlaris y Farthing, 1992).

Figura 2. Ciclo biolégico de Giardia lamblia (modificado de Ankarklev, 2010).

2.3 TRATAMIENTO DE LA GIARDIASIS

Se han utilizado muchos farmacos en el tratamiento de esta enfermedad, usualmente de
la familia de los nitroimidazoles, bencimidazoles, paromomicina o furazolidona, ademas

de nitazoxanida, cuyos puntos principales se describen en el Cuadro 1.
2.3.1 NITROIMIDAZOLES

Los nitroimidazoles usados para tratar G. Jamblia incluyen farmacos como: metronidazo,

tinidazol, ornidazol y secnidazol.
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rarornorriici ia DU HISTQUUIVIT UUIT TG waratan i see e s - L
unidades ribosomales tolerada. Malestar 3vecesx10d 3dosisx10d
50S y 30S conduce a gastrointestinal.
un marco de lectura
alterado, inhibiendo la

NHaZuxaiiua NV L OIMIMY s e e -
completamente, tolerada. Dolor 2vecesx3d 2 dosis *x3d
Efecto antiparasitico abdominal, diarrea,
después de voémito, dolor de
activacién reductiva. cabeza, orina
Inhibe la amarillenta-oscura.

nitrorreductasa
G1NR-1 del parasito.

E! tratamiento actual para la infeccion por G. lamblia esta basado en metronidazol (Figura
3A), un nitroimidazol citotéxico que induce desagradables reacciones secundarias como
dolor de cabeza, desérdenes gastrointestinales y reacciones de hipersensibilidad segun el
U.S. National Institutes of Health. En G. famblja el metronidazol actia como un aceptor de
electrones, y su reduccion en el metabolismo anaerébico promueve dafios a nivel de

ADN, provocando su segregacién asi como su division (Hausen et al., 2010).

Las dosis empleadas en el tratamiento de esta enfermedad van de dos a tres veces
diarias (generalmente 250 mg/dosis) por cinco a diez dias y una terapia corta (de uno a 3
dias) con una sola dosis diaria (2.0-2.4 g/dosis). En las anteriores profilaxis los rangos de
eficacia van del 60 al 100% en pacientes adultos y pediatricos (Gardner y Hill, 2001).

Dentro de los efectos secundarios podemos encontrar: vomito, debilidad, mareos, dolor de
cabeza, nduseas y sabor metalico en la boca (Gardner y Hill, 2001; Jokipii y Jokipii, 1979).
Ademas, han sido reportadas cepas de G. Jamblia resistentes al metronidazol, debido al
abandono del tratamiento o subdosificacién al presentarse los efectos secundarios
(Mineno y Avery, 2003).
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2.3.2 BENCIMIDAZOLES

Los carbamatos de bencimidazol como mebendazol o albendazol, cambiaron el
tratamiento convencional de nematodos gastrointestinales, que afectaban a un tercio de la
poblacion mundial. Su seguridad, amplio espectro y en el caso del albendazol, la
posibilidad de administrarios en una sola dosis, hizo tentador probarlos contra otros
protozoarios como G. lamblia. Sin embargo, estudios clinicos comprobaron que una sola
dosis no era efectiva, ademas de que, la eficacia de ambas iba del 62 a 95%, comparada
con el 97% que posee el metronidazol. El mecanismo de accion propuesto para los
bencimidazoles, es la interaccién con el sitio de la colchicina en la tubulina de los

microtubulos, resultando en el rompimiento de su estructura (Rossignol, 2010).

El albendazol (Figura 4A) es una importante alternativa en el tratamiento de la giardiasis.
In vitro, el albendazol inhibe el crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia y su adhesion
a células del epitelio gastrointestinal, e interrumpe la actividad de los microtubulos en el

disco adhesivo del trofozoito (Karabay et al., 2004).

En 1991 se probé la susceptibilidad de G. /lamblia contra los bencimidazoles albendazol y
mebendazol, en donde el primero, fue el compuesto mas activo con una ICsy de 0.01
ug/mL (Cedillo-Rivera y Mufioz, 1992). Su efectividad, cuando es administrado en una
sola dosis de 400 mg al dia, por 5 dias, fue comparable a la del metronidazol. En lo que
corresponde a los efectos secundarios, en los pacientes tratados con albendazol se
presentaron con menor frecuencia que en aquellos que tomaron metronidazol (Solaymani-
Mohammadi et al., 2010).

Figura 4. Estructura quimica de los farmacos de la familia de los bencimidazoles.
A. albendazol. B. mebendazol.
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2.3.5 PAROMOMICINA

Paromomicina (Figura 5C) es un miembro de la familia de los aminoglicésidos y la droga
de eleccion para el tratamiento de giardiasis en mujeres embarazadas, con una dosis de
500 mg tres veces al dia durante 5-10 dias. Se absorbe pobremente por el intestino y se
excreta practicamente sin metabolizar (Farthing, 2006). Su mecanismo de accién consiste
en inhibir la sintesis de proteinas de G. /amblia interfiiendo en las subunidades
ribosomales 50S y 30S, causando un desfase en el marco de lectura de los codones de
ARNm. Debe ser usado con precaucion por las personas con problemas en la funcion
renal (Gardner y Hill, 2001).

2.3.6 NITAZOXANIDA

La nitazoxanida (Figura 5D) es un compuesto de tipo nitrotiazoil benzamida relativamente
nuevo. Es una droga antiparasitica de amplio espectro que ha probado ser efectivo contra
protozoos, helmintos y algunas bacterias aunque ha mostrado eficacia limitada en adultos
y nifos de México (Escobedo et al., 2008; Rossignol et al., 2001; Romero-Cabello et al.,
1997). Usualmente es bien tolerado, aunque en algunos pacientes se han presentado
sintomas como: dolor abdominal, diarrea, vémito y dolor de cabeza (March, 2010).

Debido a la ocurrencia de diversos efectos secundarios y al incremento de la resistencia
del parasito a los farmacos sintéticos anteriormente descritos, ha habido un creciente
interés en la busqueda de alternativas naturales para el control de esta enfermedad.
Actuaimente, los investigadores han puesto la vista sobre plantas que han sido usadas
como remedio para malestares gastrointestinales por personas que practican la medicina

alternativa desde generaciones atras (Harris et al., 2001).
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El uso popular de las plantas en el tratamiento de la parasitosis intestinal, especialmente
giardiasis, junto con los efectos secundarios de los farmacos que normalmente son
empleados con este fin, han estimulado la investigacién de productos naturales con el
propdsito de validar las propiedades antigiardiasicas atribuidas empiricamente vy

desarrollar la posibilidad de nuevas terapias alternativas (Amaral et al., 2006).

Dentro de los primeros estudios realizados en plantas con actividad antigiardiasica, se
encuentra el de Johns et al. (1995), donde los autores investigaron la actividad de treinta y
seis especies de plantas utilizadas por la poblacidon para aliviar trastornos
gastrointestinales, en la regién de uo, Africa del Este. Se encontré que al menos 22 de

los extractos causaron letalidad o inhibicion del crecimiento de trofozoitos de G. lamblia.

Sawangjaroen et al. (2005) evaluaron la actividad de los extractos de cloroformo, metanol
y agua, de 12 especies vegetales que se usan cominmente en los pacientes de SIDA
para tratar la giardiasis, en el sur de Tailandia. Como resultado, el extracto de cloroformo
de Alpinia galanga exhibi6é la mayor actividad con una ICsy de 37.73 ug/mL, ademas se
obtuvieron otros cinco extractos de cloroformo con ICsy < 100 ug/mL, clasificados como

activos.

Recientemente, se llevo a cabo un escrutinio de doce plantas usadas para tratar sintomas
como diarrea y célicos, en un poblado de Camerun, Africa. Los resultados revelaron que
después de 72 horas de incubacion, Phoenix reclinata y Solanocia mannii fueron las

mejores candidatas para su posterior estudio, con MIC = 100 ug/mL (Hubert, et al., 2012).

Entre los paises con mayor aportacién a la investigacion de productos naturales con
actividad antigiardiasica se encuentra México, en donde se han llevado a cabo estudios
en un gran numero de plantas que habian sido reportadas por su uso en el tratamiento de

padecimientos gastrointestinales (Amaral et al., 2006).

Para investigar la actividad antigiardiasica de plantas utilizadas en México como
antidiarreicas o antiparasitarias, se evaluaron in vitro catorce especies vegetales. Se
observé un alto porcentaje de inhibicibn en nueve plantas, resultando con mayor
actividad: Justicia spicigera (91%), Lippia berlandieri (90%) y Psidium guajava (87%)
(Ponce-Macotela et al., 1994).
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probaron la actividad antigiardia de (-)-epicatequina y (+)-catequina obtenidas a partir de
Geranium mexicanum, encontrando que la (-)-epicatequina es el compuesto con mayor
actividad ya que posee una ICs; de 1.60 pg/mL. Asimismo, probando in vitro la actividad
antigiardia de los compuestos aislados de Rubus coriifolius, se reportd que el principal
compuesto responsable de dicha actividad fue también la (-)-epicatequina, cuya actividad
fue comparable a la de la emetina, pero no mejor que la del metronidazol (Alanis et al.,
2003).

De igual manera, formononetina, una isoflavona aislada de Dalbergia frutescens, exhibio
una actividad mayor que la del metronidazol, reportando una ICs, = 0.03 ug/mL en
bioensayos in vitro. Junto con este compuesto, se aislaron otras dos isoflavonas:
pseudobaptogenina y fujikinetina, las cuales tuvieron valores de ICs; < 2 ug/mL (Khan et
al., 2000).

En otro estudio que se llevé a cabo en 2010, se encontré que la isoflavona formononetin
inhibe la adhesion y la motilidad flagelar en minutos y reduce la carga de trofozoitos de G.
lamblia en ratones, dentro de 1.5 h después del tratamiento (Lauwaet et al., 2010).

Entre los estudios in vivo, se han evaluado los flavonoides kaempferol, tilirésido y (-)-
epicatequina, aislados de Geranium mexicanum, Cuphea pinetorum, Helianthemum
glomeratum y Rubus coriifolius. Dichos compuestos han mostrado una EDs, (uMol/kg) de
0.07 para la epicatequina, 2.05 para kaempferol y 1.43 para tilirésido, en ratones CD-1
(Caizada et al., 2007).
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En 2007, una investigacion dio como resultado el aislamiento de varios triterpenoides, de
los cuales pristimerina y tingenona revelaron una importante actividad contra G. famblia,
siendo sus concentraciones inhibitorias de 0.11 yM y 0.74 uM, respectivamente, dichas
actividades superan al metronidazol, sin embargo, poseen una restriccién para su uso
como antiparasiticos debido a su citotoxicidad (Mena-Rején et al., 2007). En cuanto a los
diterpenos, la linearolactona, aislada de Salvia polystachya, obtuvo una ICsy = 28.20 pM,
al ser evaluada in vitro contra trofozoitos de G. lamblia (Calzada et al., 2010).

La 3',4-dihidrousambarensina, un alcaloide, fue aislada de la especie Strychnos
usambarensis al igual que la usambarensina, las cuales reflejaron una buena actividad
contra G. lamblia mostrando una ICs, de 3.89 y 5.14 ug/mL, respectivamente (Wright et
al., 1994).

Un compuesto novedoso, galacto-glicerolipido, fue aislado a partir de Oxalis corniculata,
una planta utilizada en la medicina tradicional de India. Dicho compuesto observé una

concentracion inhibitoria in vitro de 3.70 pg/mL (Manna et al., 2010).

2.6 APHELANDRA SCABRA

Una de las plantas empleadas en la medicina tradicional en diversas comunidades del
continente americano es A. scabra. Esta especie fue sometida a un bioensayo contra
Leishmania mexicana de acuerdo al reporte de Peraza-Sanchez et al. (2007), en donde
presentd una ICso = 15 ug/mL. Tal actividad es considerada como buena para un extracto
vegetal y debido a que ha demostrado poseer la capacidad de inhibir el crecimiento del
protozoario L. mexicana, se sugiere en el presente estudio que podria exhibir actividad
bioldgica contra otro género de protozoarios como lo es G. lamblia, por lo que se

selecciond como objeto de estudio dicha especie vegetal.
2.6.1 GENERALIDADES

La clasificacion taxonémica de A. scabra es la siguiente:
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Recibe varios nombres segln la regiéon donde se encuentre: en la comunidad Paya de
Honduras se le conoce como kuputi (Lentz et al., 1998), mientras que en la cultura maya
q’eqchi’ del sur de Belice es conocida como sa’x jolom chacmut o sita pim (Treyvaud-
Amiguet et al., 2005). En la lengua maya de Yucatan recibe el nombre de chak anal, bisil
k’aax o chak ts’its’iché (Duran et al., 2000).

Entre sus usos tradicionales en la comunidad Paya de Honduras, se cita que una bebida a
base de raices y hojas se emplea como carminativo (Lentz, 1993), en tanto la comunidad
maya q'eqchi’ hace amplio uso de esta planta como remedio en padecimientos del
sistema circulatorio, infecciones, enfermedades mentales, del sistema nervioso y la piel,
asi como antidoto (Treyvaud-Amiguet et al., 2005). De acuerdo a la Direccién de
Conservacion de la Biodiversidad de la Secretaria de Desarrollo Urbano y Medio
Ambiente de Yucatan, A. scabra es usada con fines medicinales asi como meliferos
(SEDUMA, 2004).

Aphelandra scabra ha sido sometida a algunos bioensayos con el fin de validar sus
propiedades medicinales; por ejemplo, Meurer-Grimes et al. (1996) investigaron el
potencial antimicrobiano de hojas, tallo y raiz de esta planta contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans, resultando activos

los tres extractos en la inhibicion de S. aureus.

En 1998 se realizaron nuevos estudios para investigar sus propiedades antimicrobianas,
encontrandose una actividad buena contra Bacillus subtilis y una actividad media contra
S. aureus y P. aeruginosa en el extracto etandlico de tallo y hojas de A. scabra (Lentz et
al., 1998). Peraza-Sanchez et al. (2007) probaron el extracto metanélico de las hojas de
A. scabra en la inhibicion de promastigotes de Leishmania mexicana, obteniendo una ICs

de 15 pg/mL, una actividad promisoria contra este parasito.
2.6.2 ESTUDIO FITOQUIMICO DEL GENERO APHELANDRA

Debido a que A. scabra no ha sido estudiada fitoquimicamente, se describen a
continuaciéon los compuestos que han sido aislados de otras especies del género

Aphelandra.
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A partir de lo expuesto anteriormente es posible aseverar que A. scabra es una especie
de gran valor medicinal, que ha sido utilizada por diversos grupos étnicos como remedio
contra distintos padecimientos gastrointestinales, del sistema nervioso, circulatorio e
infecciones. Los bioensayos realizados a esta planta constituyen una evidencia mas del
potencial terapéutico de la misma y establecen las bases para estudios farmacolégicos y

fitoquimicos.

Las propiedades curativas de A. scabra podrian deberse a metabolitos secundarios como
los que se han podido identificar en el género Aphelandra, sin embargo, no se ha
realizado un estudio fitoquimico de esta especie que pueda justificar las propiedades que
se le atribuyen.

Por otra parte, la giardiasis es una enfermedad muy comln en todo el mundo, con
sintomas que van de leves hasta agudos, mientras que en infantes ocasiona retardo en el
crecimiento debido a la pobre absorcion de nutrientes en el intestino. La terapia tradicional
para dicha enfermedad incluye farmacos de la familia de los nitroimidazoles,
bencimidazoles, furazolidona, paromomicina y nitazoxanida, aunque los efectos
secundarios provocados por s mismos ocasionan el abandono del tratamiento, y en

muchos casos, la apariciéon de cepas resistentes del parasito.

Por lo anterior, en este estudio se propone identificar, utilizando un enfoque biodirigido,
los metabolitos responsables de la actividad antigiardiasica de A. scabra, asi como
elucidar sus estructuras quimicas, con el fin de evaluar su potencial como tratamiento

alternativo contra la giardiasis.
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5. JUSTIFICACION

Actualmente la terapia contra la giardiasis esta constituida principalmente por farmacos
del grupo de los nitroimidazoles y bencimidazoles asi como quinacrina, furazolidona,
paromomicina y nitazoxanida. Dichos agentes han sido probados in vitro, mostrando una
eficacia de media a alta, sin embargo, en los estudios in vivo han tenido problemas tales
como pérdida de eficacia, cepas que desarrollan resistencia debido al abandono del
tratamiento o subdosificacion y principalmente efectos secundarios que hacen poco

tolerante el tratamiento e incluso toxico.

Los productos naturales de plantas representan una alternativa en el desarrollo de nuevos
farmacos contra G. /amblia. Familias de metabolitos entre las que se encuentran
flavonoides, terpenoides, alcaloides, entre otros, han sido probados demostrando tener
actividades que mejoran el desempefio de farmacos sintéticos in vitro. Con base en lo
anterior y con la finalidad de contribuir a la resolucién de este problema de salud es
necesario llevar a cabo un estudio con el propdsito de aislar algiin compuesto que sirva

para el desarrollo de un nuevo farmaco.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se realizé la colecta, secado y molienda de las hojas de A. scabra. Posteriormente se
lievé a cabo la extraccién con metanol y las particiones con disolventes en gradiente de
polaridad. Tanto el extracto metandlico como las particiones, fueron sometidos a
bioensayos de inhibicién in vitro contra G. lamblia. Se aislaron metabolitos de las
fracciones activas, asi como de las inactivas por técnicas cromatograficas y se sometieron
a bioensayo in vitro. La estructura de los mismos se elucidd con técnicas

espectroscépicas y espectrométricas (Figura 13).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES

Los disolventes utilizados fueron de grado industrial, destilados en el laboratorio, y grado
reactivo: hexano (Hx), diclorometano (CH,Cl,), acetato de etilo (AcOEt), acetona (An),
etanol (EtOH) y metanol (MeOH). Para el secado de extractos y fracciones se utilizé un
evaporador rotatorio marca Blchi RE111. Para el andlisis por cromatografia en capa
delgada (CCD) se emplearon cromatoplacas impregnadas con gel de silice 60 Fys4
(Merck). Para el revelado de las mismas se emple6 luz UV de onda corta (254 nm) y de
onda larga (365 nm) y una disolucién preparada con 20 g de &cido fosfomolibdico y 2.5 g
de sulfato cérico en 500 mL de H,SO, acuoso al 5%.

Para la cromatografia liquida : vacio (CLV), se us6é como fase estacionaria gel de silice
60 GFyss (200 - 400 mallas, Sigma-Aldrich), mientras que para la cromatografia de
exclusion se emple6 Sephadex LH-20 (Sigma). Para las columnas cromatograficas por
gravedad (CCG) se utilizé gel de silice 60 (70-230 mallas, Sigma-Aldrich).

El analisis por cromatografia de gases (CG) se llevé a cabo utilizando un cromatégrafo de
gases 6890N acoplado a n espectrometro de masas 5975B (CG-EM, Agilent
Techonologies), con la columna Ultra 1 y las condiciones de corrida: 180 °C durante 3
min, una rampa de 10 °C/min hasta 300 °C durante 30 min, velocidad de flujo: 1.5 mL/min

y como gas acarreador se empleé helio.

El analisis por espectroscopia de infrarrojo (IR) se realizd en un espectrofotémetro Nicolet,

modelo Protegé 460, las muestras se analizaron en pastillas de bromuro de potasio (KBr).

Los analisis de RMN se realizaron en un espectrometro Bruker Avance 400 (400 MHz),
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y los desplazamientos (8) se

reportan en partes por millén (ppm).

Los analisis de espectrofotometria de ultravioleta (UV) se llevaron a cabo en un equipo
Genesys 10UV ThermoSpectronic, realizando barridos de 200 - 300 y 300 - 400 nm.
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2.5 PARTICION DEL EXTRACTO METANOLICO

Para la particion fueron pesados 100 g del extracto metandlico de A. scabra e
inmediatamente disueltos en 200 mL de MeOH, al que se afadieron tres partes de agua
(600 mL) para formar la fase hidroalcohdlica. Dicha fase se colocé en un embudo de
separacion y fue extraida primeramente con Hx por triplicado, para lo que se utilizaron
1,600, 800 y 800 mL, respectivamente, para alcanzar las proporciones 2:1, 1:1y 1:1. El
mismo procedimiento se realizé6 con los disolventes CH,Cl, y AcOEt (Figura 14). Es
importante sefialar que se formaba una capa de precipitado entre las dos fases de todas
las particiones que se mantuvo al final con la fase acuosa. Las fracciones resultantes de
cada extraccion se reunieron de acuerdo al disolvente y fueron evaporadas al vacio.

Posteriormente se colocaron en viales y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Figura 14. Diagrama de la obtencion de fracciones por particion con disolventes en gradiente de

polaridad.






Capitulo Il

cL

Figura 15. Diagrama de purificacion del compuesto 1.

2.7 PURIFICACION DE LA FRACCION DICLOROMETANICA

Para el analisis de esta fraccion, se tomaron 4 g de la misma y se sometieron a una CLV
de 6 cm de diametro y 5 cm de altura. Se utilizé6 un sistema de disolventes en gradiente de
polaridad Hx, Hx/An, An/MeOH. Resultaron 13 fracciones de 250 mL, algunas de las
cuales fueron reunidas de acuerdo a su perfil de CCD en 11 fracciones finales, que se

pesaron después de haberse secado completamente.
2,71 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO 2

La fracciébn 8 (103.9 mg) de la CLV anterior, presentaba una sola mancha en placa
cromatografica realizdndose lavados con MeOH para purificar el metabolito. Por medio de
CCD se confirmé la pureza del mismo y se le asigné el nimero 2 (Figura 16). Asimismo,

se observé que este metabolito se encuentra también casi puro en la fraccién 5 de la CLV.

Compuesto 2 (Cirsimaritina): C,7H,,0s; Cristales amarillos con forma de aguja; Punto
de fusion: 253.8-256.2 °C. Ry 0.37 en sistema Hx/An (2:1; 2x), 0.66 en sistema
CH.Cl,/MeOH 4.5:0.5. UV (An:H,0; 99:1) Amax Nm (log €): 209 (3.21), 330 (3.39). IR vmax
(KBr) cm™: 3283, 1655, 1600, 1570, 1465, 1445, 1356, 1037, 853. RMN-'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 3.72 (3H, s, 6-OCHj), 3.90 (3H, s, 7-OCHj3), 6.81 (1H, s, H-3), 6.87 (1H, s, H-

4u
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2.8 PURIFICACION DE LA FRACCION DE ACETATO DE ETILO

Con el objetivo de purificar mas compuestos, la fraccion de acetato de etilo (3.8 g) se
sometié a una CLV con disolventes en gradiente de polaridad Hx/An, An y An/MeOH en
una columna de 6 cm de diametro y 5 cm de altura. Se obtuvieron 12 fracciones de 250
mL que fueron reunidas de acuerdo a sus perfiles de CCD en nueve fracciones que se

secaron y pesaron.
2.8.1 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO 3

La fraccion 8 de la CLV anterior presentaba dos componentes mayoritarios y con
diferencia de polaridad. Se tomé una muestra de la misma y al agregar MeOH se form6
un sobrenadante y un precipitado. Se recuperé este ultimo y se le realizaron lavados con
An/MeOH (1:1) y MeOH para purificarlo (Figura 17).

Adicionalmente, se tomé la misma fraccion (372.8 g) y por medio de recristalizacion con

MeOH, se hizo precipitar mayor cantidad de este metabolito.

Compuesto 3 (Cirsimarina): C,3H,404,; sélido blanco amorfo. Punto de fusién: 175.8-
176.3 °C. Ry: 0.50 en sistema CH,Cl,/MeOH (4.5:0.5; 3x), 0.22 en sistema Hx/An (1:1). UV
(MeOH) Amax NM (log £): 213 (4.89), 277 (4.72), 323 (4.75). IR vpmax (KBr) cm™: 3350, 1660,
1600, 1565, 1460, 1440, 1356, 1047, 833. RMN-'H (400 MHz, DMSO-d) § 3.74 (3H, s, 6-
OCHa), 3.93 (3H, s, 7-OCHa), 4.65 (1H, s, 6”-OH), 5.05 (1H, d, J=7.1 Hz, H-1"), 5.12 (1H,
s, 4”-OH), 5.20 (1H, s, 3"-OH), 5.45 (1H, s, 2"-OH), 6.97 (1H, s, H-3), 6.98 (1H, s, H-8),
7.20 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-3’, H-5"), 8.08 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2', H-6’), 12.86 (1H, s, 5-
OH). RMN-"C (100 MHz, DMSO-ds) § 55.6 (7-OCH3), 60.1 (6-OCH3), 60.7 (C-6"), 69.7 (C-
4"), 73.2 (C-2"), 76.6 (C-5"), 77.2 (C-3"), 91.7 (C-8), 99.8 (C-1"), 103.7 (C-3), 105.2 (C-
10), 116.6 (C-3', C-5"), 123.9 (C-1"), 128.3 (C-2’, C-6’), 131.9 (C-6), 152.1 (C-5), 152.7 (C-
9), 158.8 (C-7), 160.4 (C-4’), 163.4 (C-2), 182.4 (C-4).
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cirsimaritina obteniendo un Equivalente de Capacidad Antioxidante de Trolox (TEAC, por
sus siglas en inglés) igual a 2.04 uM. En otro estudio se reporta que la cirsimaritina tiene
una citotoxicidad de 30.05 ug/mL in vitro contra la linea celular KB de carcinoma humano
nasofaringeo (Lin et al., 2006). De igual manera, se encontré que inhibe el crecimiento de
células tumorales e induce apoptosis mitocondrial en células de céncer de vesicula biliar
(GBC-SD) y tiene una citotoxicidad contra las mismas con una ICs, = 5 yM en un sistema
dosis-dependiente (Quan et al., 2010). Este compuesto ha mostrado también una
moderada actividad antiproliferativa contra células de adenocarcinoma humano (COLO-
205), observandose un valor de ICs,= 13.10 yM (Bai et al., 2011).

3.2.3 CLV DE LA FRACCION DE ACETATO DE ETILO

Al someter a una purificacién por CLV dicha fraccién, se obtuvieron 12 fracciones de 250

mL que fueron reunidas de acuerdo a sus perfiles de CCD en 8 fracciones (Figura 30).

Figura 30. Perfil cromatogréf}co de las fracciones resultantes.de la CLV de acetato de etilo.
Sistema CH.Cl,/MeOH; 4.5:0.5.

3.2.31 ANALISIS DEL COMPUESTO 3

La fraccion 8 presentaba dos componentes mayoritarios y con diferencia de polaridad
(Figura 30h). Al realizar lavados con MeOH se obtuvieron 55.1 mg del metabolito de
menor polaridad en forma pura. Este compuesto es un polvo blanco amorfo, soluble

Unicamente en DMSO.
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linea celular HepG2 de cancer de higado, resultando con una ICs, = 38.83 pg/mL, lo cual
indica una mediana actividad citotoxica (Lin et al., 2006).

3.2.3.2 ANALISIS DEL COMPUESTO 4

Este compuesto proviene de la fraccién 3 y se obtuvo en forma de cristales amarillos. Es
soluble en EtOH y DMSO.

En el espectro de RMN-'H de dicho compuesto (Figura 35) se observé una sefial de
metoxilo a § 3.90, que es confirmada por la sefial a 5 56.3 que indica la presencia de un
carbono perteneciente a metoxilo en el espectro de RMN-'C (Figura 36). También se
encontraron dos sefales en singulete a § 6.80 y 6.91, que corresponden a dos protones
unidos a carbonos en posiciones 3 y 8, respectivamente. Asimismo, fueron observadas
dos sefiales dobles a 5 6.93 y 7.95, las cuales se asignaron a los protones unidos en las
posiciones 3,5 y 2,6’ del esqueleto flavonoide, conformando un sistema AA'BB'. Se
encontré de igual manera, una sefal a 5 12.64 que pertenece al protén de alcohol
quelatado unido en la posicién 5 y que es posible corroborar con el carbono base de
alcohol encontrado a § 146.2. En el RMN-"C del compuesto 4 (Figura 36) fue posible
confirmar también la presencia de un carbono de grupo carbonilo con una sefal a § 182.2,
representado también or una absorcion en el IR a 1665 cm™ debida al alargamiento del
enlace C=0 (Figura 37). Asimismo, se observa una banda ancha en la regién de 3377-

2959 cm™ debida al alargamiento del enlace O-H (Figura 37).
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De acuerdo a los datos espectroscépicos presentados se identifico al metabolito 5 como

sorbifolin-6-O-B-glucopiranésido (Figura 42).

OH
H OH HyCO o) O
HO i © O |
HO H e)
OH

H H OH O
Figura 42. Estructura del compuesto sorbifolin-6-0-8-glucopirandsido.

Este compuesto fue aislado de la especie Pterogyne nitens de la familia Fabaceae
(Fernandes et al., 2008), donde lo reportan como un compuesto conocido. Asimismo, es
evaluado en un bioensayo de inhibicion de la mieloperoxidasa (MPO) y de actividad
antioxidante ABTS. En este Gltimo obtuvo una ICs = 6.30 uM de capacidad antioxidante

de Trolox, considerandose potencial para su uso como un agente antiinflamatorio.

v
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIGIARDIASICA IN VITRO DEL
EXTRACTO METANOLICO Y FRACCIONES DE A. SCABRA

Se pesaron 20 mg del extracto asi como de cada una de las particiones cromatograficas
de A. scabra y fueron colocados 1 viales para su evaluaciéon contra G. lamblia. Estas
muestras fueron llevadas a la Unidad de Investigaciéon Médica Yucatan del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) en donde se les practicaron los ensayos de inhibicién
in vitro. Los bioensayos se realizaron como se describe en la literatura (Cedillo et al.,
1992). Los tubos con medio TYI-S-33 y extractos diluidos, incluyendo los controles
positivo (metronidazol) y negativo (DMSO), se inocularon con G. lamblia hasta alcanzar
un tamario de inéculo de 5 x 10* trofozoitos/mL. Después de una incubacion durante 48 h
a 37 °C, los trofozoitos fueron despegados por enfriamiento y 50 uL de cada tubo de
cultivo fueron trasvasados a medio fresco antes del conteo. El nimero final de parasitos

fue determinado por conteo con ayuda de un hemocitometro.

El porcentaje de inhibicién se calculé por comparacion con el crecimiento en el medio
control. La concentracion inhibitoria al 50% (ICsy) se calculé como la concentracion de
extracto necesaria para inhibir el crecimiento en un 50% de los parésitos en un analisis
Probit. Cada experimento fue hecho por duplicado y repetido tres veces. Este bioensayo

fue llevado a cabo bajo la supervisién de la Dra. Rosa E. Moo Puc.

Una vez que se obtuvieron los valores de ICsy de las particiones, se escogié la que poseia
mayor actividad para seguir con el fraccionamiento de la misma. Dicho fraccionamiento se
llevé a cabo por CLV, en donde las fracciones resultantes de este experimento se
sometieron nuevamente a bioensayo de inhibicién, a fin de encontrar el metabolito

responsable de la actividad antigiardiasica.

[AY]
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Cuadro 7. Actividad antigiardiasica del extracto metandlico y fracciones resultantes de la particién

con disolventes en gradiente de polaridad.

Extracto metanolico 11./

Fraccién hexanica NA

Fraccion diclorometanica 2.2

Fraccién de acetato de etilo NA

Fraccién Acuosa NA
NA. No activo

La actividad mostrada tanto por el extracto metandlico asi como por la particién
diclorometanica son elevadas, de acuerdo al criterio de Amaral et al. (2006), quienes
establecen que una fraccién o extracto es altamente activo en concentraciones por debajo
de 100 pg/mL.

Debido a que la particion diclorometanica presentd la mayor actividad, fue fraccionada por
medio de una CLV, en donde se obtuvieron 11 fracciones. Al terminar el experimento, se
tomo una muestra de 5 mg de cada una, para ser evaluada en el bioensayo de inhibicion

contra G. lamblia. Las concentraciones inhibitorias de las mismas se presentan en el

Cuadro 8.

Como resultado de este bioensayo, se obtuvieron 4 fracciones activas (4, 6, 7 y 8), una de
ellas (8), es el compuesto 3 (cirsimaritina), el cual se encuentra presente en las demas

fracciones activas y que probablemente sea responsable de la actividad antigiardiasica.
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Cuadro 9. Actividad antigiardiasica in vitro de los metabolitos aislados.

cirsimariuna 1.2 v.v
Cirsimarina NA NA
Sorbifolin 22.7 75.6
Metronidazol 0.2 1.2

NA. No acuvo

El compuesto con mayor actividad fue cirsimaritina, mostrando una ICs; de 1.2 ug/mL. La
actividad de este compuesto ; elevada, si se compara con otros productos naturales
aislados de plantas y con el metronidazol, farmaco de eleccion para tratar la giardiasis.
Esta es la primera vez que se evalua dicha molécula contra G. lamblia. Sin embargo, ha
sido evaluada in vitro contra otros protozoarios como Leishmania donovani, Trypanosoma
brunei rhodesiense y Trypanosoma cruzi en donde mostré una ICs, de 3.9, 3.3 y 19.7
pa/mL, respectivamente (Tasdemir et al., 2006).

Por otra parte, el compuesto cirsimarina no mostré actividad inhibitoria. Tal hecho resulta
interesante, puesto que la cirsimaritina, su aglicona, presenté la mejor actividad en este
estudio. Lo anterior permite aseverar que la inhibicién es considerablemente reducida
debido a la presencia del azucar, resultado que concuerda con las observaciones de
Calzada y Alanis (2007), quienes analizaron la actividad de flavonoides y sus respectivos
glicésidos contra G. lamblia, encontrando que la misma decrece con la presencia del

grupo glucosil en la posiciéon C-3.

El compuesto sorbifolin alcanzé una ICs, = 22.7 ug/mL. Esta molécula se obtuvo a partir
de una fraccién no activa, a pesar de [o cual, muestra una actividad que se considera
buena de acuerdo al criterio de Amaral et al. (2006), pero ain distante de la que
presentan farmacos como el metronidazol (0.2 pg/mL). Tal evento podria explicarse de
acuerdo al efecto antagonista de otros metabolitos en la fraccién de acetato de etilo que

disminuyeran o anularan la actividad del sorbifolin.

Como es de notar, los dos compuestos que resultaron activos son flavonoides que tienen
la tipica estructura de flavona (insaturaciéon entre los carbonos C2 y C3, asi como una

funcion ceto en el carbono C4).
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citotoxicidad in vitro con la linea normal de células embrionarias de rifion humano (HEK-
293). Como resultado, se obtuvo que la cirsimaritina no es citotéxica en concentraciones
hasta 100 ug/mL, mientras que el sorbifolin no es citotdxico en concentraciones hasta 250
Mg/mL. Este hecho es congruente con las observaciones de Nijveldt et al. (2001), quienes
llevaron a cabo una revisiéon acerca de los efectos que ocasionan los flavonoides de
plantas en las diversas células de mamiferos. Ellos advierten que las reacciones
secundarias a causa de flavonoides son muy raras en humanos. Tal efecto, reafirma la
seguridad del empleo de los flavonoides como posibles agentes terapéuticos, en este

caso, contra G. lamblia.
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Los compuestos cirsimaritina, cirsimarina y sorbifolin fueron sometidos al bioensayo de
inhibicién contra G. lamblia, resultando cirsimaritina con una ICs; = 1.2 ug/mL. Este
compuesto fue el que presentd ia mejor actividad y es comparable a la presentada por
otros productos naturales reportados en la literatura; asimismo, resulta cercana a la del
metronidazol, farmaco de eleccién para el tratamiento de G. lamblia. Por otro lado,
cirsimarina no presentd actividad y debido a que corresponde al glucésido del compuesto
activo (cirsimaritina), se sugiere que la presencia del azlcar inhibe la actividad biologica
de la molécula, lo que concuerda con las observaciones de otros autores (Calzada y
Alanis, 2007). En cuanto a sorbifolin, presenté una actividad moderada con una IC =
22.7 pug/mL. Este compuesto posee un grupo hidroxilo en la posiciébn 7, mientras que
cirsimaritina tiene un grupo metoxilo en la misma posiciéon. Entonces, es posible deducir
que el grupo metoxilo en dicha posicion es de gran importancia para mejorar la actividad

de la molécula de tipo flavona.

Debido a que los compuestos cirsimaritina y sorbifolin presentaron una elevada actividad
antigiardiasica, fueron sometidos a un bioensayo de citotoxicidad in vitro con la linea
normal de células embrionarias de rifién humano (HEK-293), teniendo como resultado que
cirsimaritina no causa toxicidad en concentraciones hasta 100 pg/mL, mientras que
sorbifolin no es citotéxico en concentraciones hasta de 250 pg/mL. Este hecho confirma el
potencial de cirsimaritina para usarse como agente antigiardiasico, sin embargo, es
necesario continuar con un analisis de actividad y toxicidad in vivo para establecer si este

flavonoide podria ser usado 1 seres humanos.
2. CONCLUSIONES GENERALES

El extracto metanélico de hojas de A. scabra, asi como la fraccion diclorometanica,

resultaron activos en el bioensayo de inhibicion in vitro de G. lamblia.

Se aislaron cinco compuestos a partir del extracto metanédlico de hojas de Aphelandra
scabra, uno de tipo terpenoide identificado como escualeno, asi como cuatro de tipo
flavonoide: cirsimaritina, cirsimarina, sorbifolin y sorbifolin-6-O-4-D-glucopiranésido,

siendo todos compuestos ya reportados en la literatura.

Dos de los flavonoides evaluados en el bioensayo de inhibicién in vitro de G. famblia
mostraron actividad. El flavonoide con mayor actividad fue la cirsimaritina, mientras que
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